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C. VICENTE, PILAR HERRERO yL. F. MARTIN
INT RoDtJccIoN -
- El glucopéptidó d~ las paredes -celúlares bacterianas está formadq
por tres tipos de cadenas diferentes:
A) Cadenas de glúcidos, eíi las que alternan N-acetil glucosamína
y ácido N-acetil muránico en uniones ~-14.
B) Cadenas peptidicas del tipo L-alaníl-D-glutamil-L-lisil-D- alanina,
pudiendo a -veces ser sustituido el ácido D-glntámico por diamínopimé-
lico.
C) Puentes de unión, de distintos tipos, especificos para cada es-
pecie, aunqt/e sujetos a tina amplia váriac!ón. Pueden ser uniones di-
rectas al péptido, poi medio d¿ aminoácidos, por uniones caheza-cola
-o por grupo a-carboxilo del ácido glutámico con una cadena vec/na.
Para las bacterias gram negativas, el glucopéptido puede degradarse
por acción de una N-acetil glucosaminidasa (WHTTESIDE y CoRrE, 11969),
que /20 es activa para bacterias gram positivas (MARTIN y KEMPER, 1970).
Preparaciones de lípidos A, tanda covalente en los lipopolisacáridos
de paredes celulares de bacterias gram negativas, contiene glucosa/ni-
.]]a, ácidos grasos. fosfatos y, frecuentemente, pequenas cantidades de
-etanolamida. Por hidrólisis ácida ha podido comprobarse que gran parte
de los residuos de glucosamzna están acetilados. En algunos microorga-
nísmos está reemplazada la glucosamina por galactosamina (Cosi-FR-
TON et al., 11.974).
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La síntesis de glucosamina se lleva a cabo por una glucosain/na
sintetasa que utiliza glutamina como donadora de grupos —NFl~
(LolvEas y RoGERS, 1956). La glutamina es, a su vez, sintetizada, por
una glutami/ia sintetasa.
MATERIAL Y MÉTODOS
Proteus mirohilis, NCIB 5887, mantenido en medios sólidos reco-
mendados por MAGAÑA y R~rz (1967) se sembraron en medios líquidos
recomendados por los mismos autores y suplementados con glucosa,
sulfato an]ónico o glutamina en los casos y a las concentraciones que
se indiquen. Las bacterias eran crecidas sobre estos medios líquidos
a 370 C en una agitación de 120 oscilaciones por minuto. Las célu-
las, cultivadas según las condiciones requeridas en cada caso, eran
recogidas por centrifugación a 16600 x g durante 10 minutos a 4~ C,.
lavándose posteriormente con tampón fosfato de 75 mM de pH 7,7.
La ruptí/ra de las células se llavaba a cabo por sonicación en un osc>-
lador MSE durante 1 mii]uto con protección de hielo, añadiendo al
tampón de extracción 2-mercapto etanol 0,14 M. Este extracto crudo
era centrifugado a 28.000 x g durante 20 minutos a 40 C, utilizándose
el sobrenadante como extracto libre de células.
Las actividades hexosamuna síntetasa y N-acetil hexosamina sinte-
tasa se estimaban mediante el método de DíscriE y BoRENFREUND (1950).
Las proteinas se valoraban por el método de LowaY et al. (1951). La
separación de los diferentes enzimas para síntesis de aminoazúcares se
llevó a cabo por filtración a través de coIn/nuas de Sephadex G-200,
dc 21 cm de altura por 2 cm de diámetro, equilibradas con tampón
fosfato 11 mM de pI-! 7,7, ehívendo las protínas al aun]entar la molaridad
del tampón.
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Para la detección de enzimas que conducen a síntesis de hexosamí-
nas y N-acetil hexosaminas se sembraron bacterias en los medios des--
critos, suplementados con glucosa 50 ni?’! y sulfato amónico -10 mM.
Para un período de diez horas, la actividad enzimática en extractos are-
lulares para síntesis de N-acetil bexosan]inas aumenta paralelamente al
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crecimiento de la población bacteriana, estabilizándose a partir de las
8 horas de cultivo. Por el contrario, la actividad enzin]ática para sinte—
sis de hexosaminas muestra un desarrollo cuatro veces n]enor, estabilí—
zándose a partir de las cuatro primeras horas de cultivo (figura 1).
Asi ínismo se han determinado idénticas actividades enzin]áticas
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Figura 1 —Cú-eciínieuto y actividades de sií~tcsis para
hexosaminas y Naretil hexosaminas en cultivos de
Pnolcíís ,,,.irobiUs sobre glucosa y sulfato amoníco.(•) crecirnien o (fl) N-aceíil hexosan]ina
ci> céltílas (A) hexosamina Sil/teta~ en células
(O) N-acetil líexosarnína sinletasa en íuedio : (A)
l/exosa/Tlil]a sintelasa C/] >i>edio.
en los medios en que las célt/las han sido cultivadas jína vez eliminadas
éstas por centrifí/gación. En el periodo de experimentación de diez
horas no aparece ninguna actividad para sintesis de N-acetil hexosa-
n~ínas excretada al medio. Por el contrario, la actividad para síntes>s
de hexosam/nas at/n]enta progresivamente en el medio, alcanzando
para las diez horas de cultivo un valor doble que el encontrado en íos
extractos acelulares (figura 1).
Cuaí]do el sí/Ifato amónico es st/stituido por glutamina 40 mM, las
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activida<les enzimátícas analizadas m//estra/1 una conducta <le aparició>]
ra(lic;Ill]]ente distinta a la descrita en eí caso a/terior. Durante las
diez horas (le ct/lti\-O, la poblaciól] bacteriana no experinienta n;/]gun
crec/lnlentO y en los extractos acelulares no se detecta, para nií]guno de
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Fi cura 2 —Crecia>ieuío y actividades de sintesis para
líexOsaluinas ~- N—aceíil hexosaínui/as cli cultivos (le
Pi-a ints zíhab fu5 sobre glucosa z g’ utítnina (•)
r;ec;lu;eabo : (U) N—acetil lxexosa>nina sintetasa 01/
células : (A) l;exosaíuiua siníerasa en células (fl)
N-acc;il lícxnsan;ina sililetasa en naedio (A) lbexu,-
saluina s:níetasa en Inedio.
los tiempos, actividad apreciable de síntesis de N-acetil hexosamínas.
Sin cínhargo, la actividad enzimática para síntesis de hexosamínas
existe en este caso, estabilizándose a partir de las cuatro prín]eras
horas de cultivo, aunque eí máximo nivel obtenido es aproximadamente
tres veces inferior al encontrado para bacterias que creceíi sobre sul-
lato amónico (figura 2J.
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Al ser medidas las actividades el]zimáticas e>] los me<hos (le cuitixo,
se encuentra un incremento exponencial para el enzima de síntesis de
N~acetil - l>exosaminas, constante para las diez lloras de experín]enta-
ción. El enzima para síntesis de hexosaminas atímenta en las- cuatro
primeras l]oras, estabilizándose a partir de este tiempo (figura 2).
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Figííra 3—Fi!íració,> ;í través de coluna//as <lo 3e
1,hadex 0-200
‘lo extractos libros dc células y medios de cultivo. 1>rov;ameí/te
di;ílizados, detectando o;> ellos actividades Naccí 1 líexosanamna
- íi/tetas;í. (•) extracto il>re íle células crecidas sobre glucosa y
- síílf;;to aln¿nico (O) ínedio de cultivo correspondiente a las cé-
luías citadas ( x) extracto libre do células crecidas sobre gaac-
loza y sulfato an/Dí/Ico : (A) extracto libre de célu;ís crecidas
sobre maííosa y sulfato amónico.
Al existir enzimas endocelí>lares y - exocelulares que conducen a la
sít]tesis de ammnoazúcares habría qt>e averiguar si se trata de una un>—
ca protei/]a enzimática O de dos proteínas distintas. Um>a aprOximac/óIN
a tal caracterización sería investigar el comportamiento en filtración
a través dé Sepbadex G-200 de an]l)os sistemas enzímaticos. Para ello
se-cultivan bacterias en medios suplementádo~ con glucosa 50 m My sul-
fato añiónico 40 riliVí durante ocho horas. período en eí cual lá apari-
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clon (le e uzinlas que co n<itíce 1] a la si utes s de N —acet U l>ex osanu 1]a
ts máxima. El medio, dcspués de deseca<lo a vacío, fue distíelto eí>
.10 ínl (le tampón fosfato .1. mM, pFI 7.7. lista disoluciól], así como el
extracto lil)re de célt>las correspondiente, fííeron dializados dí>raí>te
5 horas a 40 c: fre>te a tampón fosfato de igtíal molarídad y pH , ca/u—
i)!an(lo dos veces cí baño de agitación. Ambas /fltíestras fueron entonces
pasad-í s por una colt>;nna de Sephadex 6—200, de 2.1 cm de altura por
2 cm de díametro, equilibrada con el mismo tampón - Las fracc~oues.
de 1<) ml dc voltímel] - soíí eluidas utilizando taml)Ones fosfato de mo—
inri <1 íd es crecientes (le sdc 1 a 500 >n Ni, val Ora mlOse en ollas la acti y d;í d
de sí ntes>s dc N—acetil hexosaminas. Los resí>ltados obtenidos se expre—
saí> el rigura 3.
1 ira extractos libres <le células aparece>> tres picos de proteínas con
actividad N —acet u bexo san> i/]a sií totasa mientras que en el medio apare-
cen solamente dos picos coincidentes con el seguíido y tercero >nos-
trados culos extractos libres de células.
Aunque las reacciones de sí ntesis jo vi/no sc títil ce glucosa como
siístrato - el método I/O eS específico para N—acetil glucosamína y al
poder no set- absolutamente especificas las sintetasa s para las diferen-
les N -acet;l hexosamií]as - sc pt>ede pensar <~tíe los (list!l]tos picos ci>—
co;/t rados podrían corresponder a tres 0/Iz//nas distintos. 1/aa dc las
cuales sim]tetizarí a N-acetil gincosamma. Para investigar este punto se
lucieron otros dos ctíltivos en las n]ismas condiciom]es pero st>bsti tuyeí>-
(lo gitícosa por galactosa o manosa en las mismas conceí]trac!oF]es -
Los resultados obtenidos por filtración a través de Scphadex G-2o>
de los extractos libres 4e células obtenidos a partir de cultivos de ochohoras (le crecImiento se expresa>] en la misIva fin>ra
3. Por compara-
Ciol] con el diagrama de ducid>] anteriormente descrito, se observa
qí>e el pico de proteína coím actividad enzimática eluido a los líO luí
dc filtrado en extractos acelulares dc bacterias cultivadas sobre gítí-
cosa se tnuw-stra impar, sieF](lO repetitivos los cOrrespoF/(ieíites a las
fracciones eluidas a SI) y 7Q ml de filtrado en célí>las crecidas tanto
selva- galactosa corno solíre /uai]Osa.
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Las actividades (le síntesis de hexosaminas y N—acetil hexom]u;í
estarían inx-olí>crada s el] la formación de pare<les ceirílares, estando
en función de la presencia (le suílfato amónico el] los medios dc ct>l—
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tivo. El aumento en la activtidad de ambos sistemas enzímáticos en-
docelulares proporciona un crecimiento activo a la población bacte-
nana y está acompañado de poca o nula excrec>on de los enzimas al
medio de cultivo. Sin embargo, al sustituir sulfato amónico por gluta-
mina, verdadero substrato de la reacción enzimática, la actividad de
ambos enzin]as endógenos desciende, haciéndose nula la que conduce
a N-acetil bexosamínas. Esto está en relación con la falta de crecimien-
lo de la población bacteriana, ya que la ausencia de actividades enzi-
máticas endocelulares no permitiría la formación de suficientes cantida-
<les de hexosaminas para sustentar el crecimiento de las paredes celula-
res. En este caso, sin embargo, no puede bablarse de anulación de la
sintesis dc dichos enzimas, sino de su excreción polarizada a los medios
de cultivo-
Una posible explicación de estos fenómenos podría ser cl qué se
tratara de dos enzimas distintos Sin embargo, los resultados obtenidos
por filtración a través de Sephadex G~2OO parece indicar lo contrario.
Sc han tratado de aislar las tres- actividádes enzimáticas encamí-
uadas a la síntesis de tres N-acetil hexosamfnas distintas. Creemos que
la actividad N-acetíl glucosamina sintetasa está bien caracterizada, elu-
yendo en la misma fracción sea cual sea su localización. Los dos picos
de elución que no corresponden al citado podrían corresponder a en-
zimas de síntesis de N-acetil galactosamina y N-acetil manosamina, ya
qt>e se sintetizan preferentemente en bacterias que crecen sobre galactosa
y manosa respectivamente. De la misma manera que para la N-acetil
glucosamina sintetasa, existen dos poblaciones enzimáticas, una endo-
celular y otra exocelular, aparentemente sintetizadas por idéntico proceso
y teniendo el mismo tamaño molecular.
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La aparición de enzimas que sintetizan hexosaminas y N-acetil he-
xosamínas en células de Pro/cus mira bilis que crecen sobre glucosa es
máxima cuando se utiliza sulfato amónico como fuente de nitrógeno. Su
sustitución por glutamina no impide la síntesis de ambos enzimantes,
pero estos son preferentemente excretados al medio. Los sistemas
enzimáticos para síntesis de N-acetil hexosaminas detectádos parecen
estar constituidos por tres proteínas disfintas que parecen producir pre-
ferentemente N-acctil glucosamina, N-acctil galactosamina y N-acetil
mano sam>na.
El enzima que sintetiza N-acetil glucosam/na es una única proteína,
tanto si es endocelular como exocelular.
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Appearance of enzymes which synthesize l>cxosamines anó N-acetyr
hexosamines in Proicus usíu-i<í bilis growing Ot] glucose is inaxi/nt/n Wlle/]
ammonia sulfate is used as nitrogel] sonree. Glt>tamine in ti]c media
permits thc synthesis of both enzymatic systems bt>t they are excreted
to the media. TI>e enzymatic systems for N-acetyl hexosam>nes syntbe-
s/s content three distinct proteins, ono of them producing N-acetyl
gli>cosaíníne.
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